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A 摘要 ”采用 HRP-TMB-ST 法 ， 对 小 筷 延 著 下 橄 槛 核 下 端 外 侧 网 状 核 细胞 的 HRP-TMB 
反应 产物 影响 因素 分 析 表 明 : RAH pH 值 (7.0 以 上 ) 是 反应 产物 消失 的 关键 因素 
0.2mol/L PB，pH5.0 一 6.0 对 HRP- TMB 反应 灵 敬 度 、 反 应 产物 的 稳定 性 及 组 织 超 微 结构 的 
保存 是 适宜 的 当 pH 值 相 同时 ， 缓 冲 访 诊 度 不 同 ， 反 应 产物 销 失 的 程度 和 速度 也 不 相同 。(2) 
BHABE RMF BHR, ORAM. BERKS. RENE A SUSReY 
WIREX. fh, M pHs. 5 和 PH70 的 缓冲 液 处 理 的 奶 片 经 DAB 强化 、 铁 化 后 ， 组 织 的 
超 微 结 构 无 明显 的 差异 。 


Xi] HRP, TMB, Mf, Bae, sexless 
er Paki 


HRP(horseradish peroxidase) f 7; ik bes Xx HE dk (Mesulam, 1976), DAB 
(diaminobenzi-dine) 法 (Graham 4 , 1966), "P X Er» -DAB ik (Streit $, 1977), 
CoCL-DAB ik(Adams. 1977), 45—JB E Rie (Edwards $, 1979), TM B(tetramethyl 
benzidinek(Mesulam, 1978; Fuji. 1984: WMH. 1991). MEMS RBH WB 
h, ERRAR SES (1991) HRP-TMB REGE. 15 UB RH ECR QUE RK 
一 面 ， 但 HRP-TMB 反应 产物 经 DAB Ja nz, diei Ré rp OSA AE c ez P^ M9 BS 8 y 
MEK. JE:RÁE(OBTUEUEHAE HS RRR THAR, ARORA. TET 
影响 组 织 超 微 结 构 的 前 提 下 ， 力 求 碱 少 和 防止 反应 产物 的 丢失 仍 是 目前 神经 东 路 电镜 追踪 
中 急 符 解决 的 问题 。 本 研究 在 前 人 工作 的 基础 上 、 改 进 了 实验 方法 和 实验 条 件 ， 找 出 了 影 
m HRP-TMB 反应 的 主要 因素 ， 达 到 减少 和 防止 反应 产物 的 丢失 ， 增 强 欠 化 反应 的 目 
的 ， 从 而 提高 了 实验 结果 的 可 靠 性 。 


1 材料 和 方法 


材料 ， 小 白鼠 60 Reo 
方法 ， 用 毛 腕 酮 腹腔 麻醉 小 鼠 ， 在 直 视 下 用 微量 注射 器 将 10% 一 30%HRP 盐水 
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il 2.5 ud E A hil ACER. FTE 48h 后 分 组 处 理 { 见 表 [)。 
灌注 、 固 定 、 切 片 方法 

Tab. 1 Methods of perfusion. fixation and section 
前 冲 该 (生理 盐水 Nml) 


组 别 动物 号 
1 组 R1-8 
R9-16 
R17-24 
2 组 R25-32 
R33-40 
.  R4I-48 
3 组 R49-52 


表 1 


20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 


AiE R) 
10% FÆ 01PB, pH7.4 


4% 多 聚 甲醛 0.IPB. pH7.4 
2% SR PR-1.25%%— 8 0.1PB，pH7.4 
10% FARE 0.IMPB. pH7.4 
10% FRE OIMPB. pHT4 
10% FRE 0.1MPB, pH7 4 
10% BRE O.2MPB, pH7.4 


后 固定 时 间 (h) ” 预 温 


4 
4 
4 
3 

12 

24 
R 


一 


中 DOO 





E. (UHR 20 min 后 和 H,O, cg OP MRNA HO, 反应 。 
#2 不 同 pHi. BARE HRP-TMB 产物 的 影响 * 


Tab. 2 The inflnence of the different pH—value and alcohol densities on the HRP—TMB products 








2 nii TRUE PC BEC (FE FA [8] 10 min) 
pH ff KEM) 作用 时 间 ( 分 钟 } 
2 5 10 15 50 70 90 99 
30 02 * * * * * * * * 
9.1 * * * * * * * * 
0.05 * * * * * * * * 
6.0 0.2 * * * * * * * * 
01 * * * * * * * * 
005 * * * * * * * * 
70 02 Yo tw T60% Yt4398 Au ** p s 
kkk KK AA * X e: * 站 4396 
ut Yo 4494 Yt Yr Y XT b 
0.1 Jo 67% Yt Y134*4 $t * * w M'5 
kkk * 6695 w x3196 让 ve ve ty 
0.05 weir YoN $1395 * w Yr 3 ve 3496 
8.0 3 tka wy ww W30% w Yr Y Ww 
kk A 6054 dé% VET Ww * Yr uo 30% 
travis wy yc37*5 UE y X YT X 
0.1 cx * 6398 w W27% YT Ww * vy 27% 
YURYT wy 1745% * y p^ w yy 
0.05 c * 605 yr 32598 * x p^ * 25% 


* 以 标记 细胞 颜色 深 访 划分 反应 产物 灵 敬 度 / 数量 。 女 ， 发 生变 化 ， 闪 ， 隆 低 但 未 消炎 百分数 ， 
在 区 镜 下 观察 到 的 标记 细胞 数 在 观察 细胞 总 数 中 的 比例 。 


Tp 1 中 第 1、2 组 动物 的 切片 按 HRP-TMB-ST 法 ( 顾 焰 铝 等 ，1991) 反 应 后 经 洗 一 
RAFI BE 3 次 (3 min 7 次) 后， 分 别 选取 延 通 下 械 槛 核 下 端 外 侧 网 状 核 标记 细胞 多 而 显 
色 均 匀 的 切片 (每 只 动物 选 12 片 ) 分 成 3 套 (96 片 y 套 /组 )， 在 光 镜 下 计数 并 拍照 后 : OF 
第 1 组 动物 的 第 13x00 HIE BA pH 值 为 3.0、6.0、3.0 和 8.0 GS Fd TS E HO ER Pbi nn 
(0.2. 0.1 $8 0.05 mol/L)， 经 不 同 的 时 间 (2、5、[0 和 [5 min) 后 ， 欧 镜 观 察 。 再 将 切片 
分 别 放 人 不 同 浓度 的 酒精 中 10 min, DHE 2 套 切 片 先 分 别 放 人 50%、70%、90% 和 
99% 的 酒精 中 ， 作 用 5. 100 15 min 后 ， 再 将 切片 分 别 放 人 pH6.0 和 pH8.0 的 缓冲 液 中 
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20 min, D 3 套 切 片 才 置 在 洗 - 保 存 谱 中 2 一 12h。 侈 第 3 组 动物 的 切片 显 色 后 ， 观 察 用 
不 同 浓度 缓冲 被 灌注 动物 后 对 反应 灵敏 度 的 影响 。 晤 R17 的 切片 显 色 后 ， 分 别 经 pH5.5 和 
pH7.8 的 缓冲 液 处 理 (DAB 后 加 强 及 场 化 )， 电 境 观察 组 织 的 超 微 结构 。 其 中 ， 反 应 产物 
的 灵敏 度 是 指 是 色 后 ， 标 记 细 胞 内 所 含 HRP 反应 物产 的 多 少 ， 即 颜色 深浅 。HRP 反应 
物 越 多 ， 颜 色 越 深 ， 示 灵敏 度 越 高 。 反 应 产物 的 数量 指标 记 细 胞 的 数目 (可 在 光 镜 下 观 辣 
计数 )。 


2 结果 


对 第 1 组 动物 的 第 1 套 光 镜 观 察 发 现 ， 在 pH 值 为 3.0 和 6.0 的 缓冲 液 中 ， 反 应 产物 
的 灵敏 度 ( 标 记 细胞 的 颜色 ) 和 数量 (标记 细胞 数 ) 未 发 生变 化 ;在 pH7.0 和 pH8.0 [io ££ ^b üt 
中 ， 反 应 产物 随 缓 冲 液 浓 诬 的 降 八 和 反应 时 间 的 延长 灵敏 度 下 降 ( 颜 色 变 浅 )， 数 量 减 少 ， 
其 至 消失 (图 2，7); 而 在 不 同 被 度 的 酒精 中 ， 反 应 产物 末 见 丢失 ( 表 2)。 

第 2 套 切 片 在 不 同 浓度 酒精 中 ， 经 5、10 和 15 min 后 观察 ， 反 应 产物 的 灵敏 度 和 数 
量 示 发生 变化。 在 pH6.0 和 pH8.0 的 缓冲 被 中 ， 反 应 产物 也 未 发 生变 化 。 

KATE -RIR PHD, 12h 后 观察 ， 反 应 产物 未 发 生变 化 。 
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图 1 不 同 浓 座 pH 值 对 反应 产物 的 影响 
Fig. 1 The influence of diffence of dense pH-value on the recative product 
a. f£ pH3.0 fü pH6.0 He Ht Ez Pit Xe foL cbe change of the recative product in pH3.0 and pH6.0 buf- 
fer b. 在 0.2mol/ L PB, PH? 0 缓冲 液 中 上 反应 产物 的 变化 (fthe change of the recative product in 
0.2 mot/ L PB and pH7.0 bufferh c, ft 0.1mol/ L PB, pH7.0 组 种 液 中 反应 产物 的 变化 (the change of 
the recative product in 0.1 mol’ L PB, pH7.0 buffer d. FE 0.05 mol/L PB, pH7.0 缓冲 被 中 反应 产物 的 
变化 tthe change of the recative product in 0.05 mol / L PB and pH? 0 buffer), 
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将 第 2 组 动物 的 切片 显 色 后 ， 重 复 上 述 实验 ， 结 果 同 上 。 而 第 3 组 动物 的 切片 显 色 后 
与 第 2 组 动物 (R25-32) 的 切片 相 比 ， 反 应 灵 敬 度 较 高 。 

由 图 、 表 可 知 : 

TpH6.0 一 3.0 的 缓冲 液 对 HRP-TMB 反应 产物 的 丢失 无 关 ; RH pH 值 (7.0 EA E) 
是 实验 中 反应 产物 丢失 的 重要 因素 。 组 冲 液 的 浓度 不 同 ， 反 应 产物 丢失 的 快慢 也 不 相同 ， 
BB 0.2 mol / L «0.1 mol/ L «0.05 mol / Le 

多 酒精 有 稳定 反应 产物 的 作用 ， 经 其 处 理 后 的 标记 细胞 未 见 丢 失 ( 图 2，1-2)。 

急 纤 -保存 沪 中 的 切片 定时 观察 ， 未 见 标 记 细 胞 丢失 (图 2: 3-4). 

念 固定 液 的 成 分 、 浓 度 、 固 定时 间 (24 h 内 )、 反 应 前 的 预 委 等 因素 与 反应 产物 的 灵 敬 
度 及 消失 无 关 。 

© fH 0.1 mol/L PB，pH5.5 和 pH7.0 处 理 的 切片 经 DAB 加 强 、 猴 化 后 ， 组 织 的 超 
微 结构 无 明显 差异 (图 2: 5 一 6)。 
3 讨论 
3.31 缓冲 液 pH BARS HRP-TMB 反应 产物 的 影响 

pH 值 不 仅 影响 HRP 活性 ， 还 影响 成 色 剂 的 氧化 聚合 作用 和 反应 产物 的 稳定 性 。 
Mesulam(1978) 在 HRP- TMB 反应 过 程 中 发 现 ， 当 反应 液 的 pH 值 为 5.0 AER, REE 
低 而 反应 几乎 显现 不 出 来 。 他 们 提出 反应 液 的 pH 值 在 2.54.0 的 范围 内 对 酶 的 活性 是 适 
宜 的 。 Staus(1964a) 在 用 联 荣 胺 作成 色 剂 的 实验 中 ， 提 出 反应 补 的 pH 值 在 6.0 一 6.4 的 范 
围 内 对 酶 的 活性 是 适宜 的 。Hundgen(1964) 则 认为 ，pH6.0 一 6.4 并 不 适用 于 所 有 的 神经 学 
实验 ， 因 为 在 固定 过 程 中 ，pH 值 也 会 发 生 改 变 。 陈 古 梅 (1982) 和 鞠躬 等 (1985) 观 察 到 ， 反 
应 产物 的 降解 随 pH 值 的 提高 而 加 快 ;， TMB 的 反应 产物 在 较 高 的 pH 值 (6.0 一 7.0) 时 可 溶 
于 水 。 我 们 的 实验 结果 表明 ， 在 HRP-TMB 反应 过 程 中 ， 不 同 pH 值 的 缓冲 液 对 TMB 
反应 灵 敬 度 及 反应 产物 的 稳定 性 影响 不 同 ，pH 值 相同 而 浓度 不 同 的 角 促 访 对 其 作用 也 有 
差异 。 切 片 在 pH3.0 一 6.0 缓冲 液 中 反应 15 min 后 ， 反 应 产物 未 见 消 失 ; WAL pH7.0— 
8.0 的 0.1 mol/ L PBR, Bi pH 值 的 升 高 和 作用 时 间 的 延长 使 反应 产物 的 丢失 加 快 。 
从 表 2 看 出 ， 切 片 在 02mol/L PB, pH7.0 中 经 15min 后 反应 产物 丢失 了 57%, 
pH8.0 中 丢失 了 70%。 切 片 在 pH 值 相 同 而 浓度 不 同 的 缓 神 液 中 ， 处 理 相 同时 间 反 应 产 
物 的 丢失 量 不 同 。 和 将 反应 后 的 切片 分 别 放 仿 02mol/L . 0.1 mol/L 、 
0.05 mol/L PB, pH7.0 中 处 理 时 间 均 为 2 min， 光 镜 观 察 发 现 反应 灵 殴 度 均 有 下 降 (标记 
细胞 颜色 变 谈 )， 而 在 0.05 mol/ L 中 尤为 明显 。 在 处 理 时 间 为 15 min 的 5 次 重复 实验 中 
发 现 ，0.2 mol/ L 中 的 反应 产物 平均 消失 了 57%，0.1 mol/L 中 66%，0.05 mol/L 中 
69%，、 即 消失 率 随 组 冲 液 清 度 减 少 而 增加 。 特 别 要 指出 的 是 ， 我 们 发 现 较 高 pH 值 (7.0 以 
上 ) 是 反应 产物 消失 的 重要 因素 ; 0.2mol/ L, 0.1mol/ L, 0.05mol/ L PB, pH 值 在 
5.0 一 6.0 时 对 TMB 反应 产物 的 稳定 性 及 组 织 超 微 结构 的 保存 是 适宜 的 。 这 与 顾 焰 铅 等 
(1991) 得 到 的 不 论 用 哪 种 稳定 剂 的 TMB 产物 ， 在 pH6.0, 45C 下 ARERR, RE 
发 生 反应 产物 的 丢失 ， 即 使 是 融 酒 精 的 TMB-AHM 产物 或 醉酒 精 且 耐 pH hF 6.3 的 
TMB-ST 产物 也 会 丢失 的 结果 不 同 ， 而 与 Staus(1964a) 用 联 蒜 胺 作成 色 剂 的 实验 结果 相 
似 。 但 他 们 没 提出 既 不 影响 酶 活性 和 反应 产物 的 丢失 ， 又 能 较 好 保存 组 织 超 微 结 构 的 合适 
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图 2 pH ih. RE. Rie RAM RD HRP- TMB 反应 产物 的 影响 
Fig. 2 The influening results of pH-value, the density of the alcohol. perfusate and 


buffer, and the fixed time on the products of the HRP- TMB reaction 
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32 酒精 对 HRP-TMB 反应 产物 的 影响 

很 多 学 者 认为 ， 在 HRP-TMB 反应 过 程 中 ， 酒 精 不 但 影响 反应 的 灵敏 度 ， 还 影响 反 
应 产物 的 稳定 性 (Mesulam，1978: Lillie, 1953: 鞠躬 等 ，1985; BEER, 1991). Sub 
反 ， 另 一 些 学 者 在 联 莹 胺 的 实验 中 发 现 70% 酒 精 可 增加 反应 产物 的 稳定 性 ， 即 使 将 组 织 
切片 在 含 50% 或 70% 酒 精 反 应 被 中 处 理 1 一 2h 后 ， 反 应 产物 仍 是 稳定 的 (Good 
pasture, 1919), Straus(1964a) 扣 出， 成色 反 应 后 用 70% 酒 精 冲 洗 切 片 ， 并 在 AC Pa 
70% 酒 精 保存 固定 18 一 24 h。 我 们 在 TM B 的 实验 中 也 发 现 ， 酒 精 不 仅 不 影响 反应 产物 的 
丢失 ， 反 而 具有 稳定 产物 的 作用 ， 我 们 用 HRP-TMB-ST 反应 后 的 切片 经 不 同 pH 值 缓 
冲 液 处 理 15 min 后 反应 产物 有 所 丢失 ， 但 分 别 转 入 不 同 浓 府 的 酒精 中 作用 10 min 后 ， 反 
应 产物 再 未 见 丢 朱 ( 表 2， 图 2，1); 将 反应 后 的 切片 先 经 不 同 浓度 的 酒精 处 理 20 min 未 
见 产物 的 丢失 (图 2: 2)， 再 特 用 酒精 处 理 后 的 著 片 放 入 pH6.0 和 pH8.0 的 缓冲 液 中 处 理 
20 min， 也 未 见 反 应 产物 的 丢失 ( 表 3， 图 2: 3)。 诚 然 ， 不 同 成 色 剂 ( 联 葵 胺 、TMB) 与 
HRP 反应 所 固 要 的 条 件 不 同 ， 和 但 我 们 和 某 些 作者 的 实验 结果 表明 酒精 有 稳定 反应 产物 的 
作用 。 
33 其 它 因素 对 HRP-TMB 反应 产物 的 影响 

Dousglas(1978) 报 道 ， 因 定时 间 延 长 1h， 反 应 产物 (标记 细胞 ;数量 显著 减少 固定 
12bh， 反 应 产物 全 部 消失 (HRP 注射 区 显著 缩小 }， 这 种 固定 对 HRP 反应 产物 的 负 作 用 不 
论 在 灵敏 度 低 ( 小 而 温标 记 幼 胞 } 还 是 在 灵 敬 度 高 (大 而 浓 标 记 细 胞 ) 的 区 域 都 很 明显 ， 特 别 
在 灵敏 度 较 低 的 DAB 反应 和 灵敏 度 较 高 的 二 盐酸 联 茉 胺 反应 中 表现 更 为 突出 。 陈 吓 梅 
(1982) 和 AAdams(1977) 认 为 ， 由 于 高 衫 度 醋 (5% 以 上 ) 对 酶 活性 有 破坏 作用 ， 固 定 不 能 超过 
6h。 还 有 人 (Holmp，1970) 指 出 ， 用 强酸 (1.25% 戊 二 本 -4% 多 京 甲 醋 ) 长 时 间 (24 一 72 h) 
固定 ， 即 阻碍 组 织 对 HRP 的 吸收 和 运输 。 我 们 发 现 组 织 经 1094 PRÉ, 42505 SRP RA 
2% 多 聚 甲醛 -1.25% 戊 二 本 处 理 后 ， 经 4、8、12 和 24 h HAE, H HRP 反应 灵敏 度 和 反 
应 产物 的 影响 没有 明显 的 区 别 。 表 明 固 定时 间 和 固定 液 浪 府 并 不 影响 HRP 活性 。 此 实验 
结果 与 Straus(1964) 和 园 躬 (1985) 分 别 用 18% 的 甲醛 和 8% 的 多 聚 甲 醛 固 定 后 的 结果 相 
同 。 

鞠躬 (1985) 强 调 ， 反 应 后 切片 保存 在 4C, pH3.3 的 洗 - 保 存 液 中 不 得 超过 4h。 洗 一 
保存 液 pH 值 偏 高 或 切片 在 其 中 保存 时 间 在 4h 以 上 会 使 反应 产物 明显 丢失 。 和 但 我 们 实验 
中 的 第 3 套 切 片 在 pH5.0 一 6.0 洗 -保存 被 中 经 2 一 12h， 即 使 理 用 0.1MPB，pH7.4 处 理 
1h 以 上 ， 反 应 产物 仍 未 消失 (图 2，4)。 并 发 现 延长 切片 在 洗 --- 保 存 液 中 时 间 可 增强 反应 
产物 的 稳定 性 。 组 织 经 切片 后 立即 进行 反应 比 切 片 在 0.1MPB，pPH7.4，4 亿 下 保存 4 一 
12h 以 上 再 进行 反应 的 灵敏 度 差 ! 整 组 织 ( 块 ) 和 切片 在 0.1IMPB, pH74, 4'C FRA] 
的 时 间 后 ， 组 织 块 切片 的 HRP-TMB 反应 的 灵敏 度 相对 较 差 。 引 起 这 些 结果 的 原因 和 机 
理 有 待 进一步 探讨 。 
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ANALYSIS OF THE INFLUENCING FACTORS ON THE 
PRODUCTS OF HRP-TMB REACTION AT ULTRAS- 
TRUCTURAL LEVEL IN NERVE-TRACT TRACK 
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Abstract 


The present paper analyzed the factors influencing the products of the HRP-TMB reac- 
tion in the reticular nucleus located at inferior lateralis inferior oliver nucleus in mice using 
HRP-TMBC-ST histochemical methods. 

1. The high pH-value (7.0 and above) was the most important element for the disappear- 
ance of reactive products: 0.2 mol/L PB (pH5.0-6.0) was proper for the sensitivity of 
HRP-TMB reactions, the steadiness of the products and the reserve of histoultra— 
structures: when the pH-value was fixed, the degree and speed of product disappearances 
were dependent on the concentration of the buffer. 

2. The alcohol played an unnegligible role in stabilizing the products. 

3. Neither the component and concentration of the advanced soaking and perfusion solu- 
tions nor the fixation time was related to the disappearance of procucts. In addition, when 
the slices were further treated with DAB after rinsed with bufffers (pH5.5 and pH7.0). the 
products showed no significant differences at ultrastructural level. 

Key words HRP, TMB, Alcohol, pH-value 


